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Des ription 

La presente invention s rapports a I'utilisation 
des anticorps monoclonaux anti-B2 microglobulin . 

Recemment, it a ete mis en evidence par les 
inventeurs que des anticorps monoclonaux pou- 
vaient intervenir sur la production du virus HIV 1 . 

Plus precisement, la presente invention se rap- 
porte a I'utilisation d'un anticorps monoclonaux 
anti-B2 microglobuline pour I'obtention d'un medi- 
cament destine au traitement ou a la prevention de 
maladies liees a une infection a HIV 

II a ainsi ete montre que la majorite des anti- 
corps monoclonaux anti-B2 microglobuline retar- 
daient la formation de stncytia dans les cellules 
MT4 infectees et retardaient egalement fortement 
la production du HIV 1 dans les cellules mononu- 
cleates infectees du sang peripherique. 

L'interterence de ces anticorps vis-a-vis de la 
production dudit virus se realiserait de preference 
lors du cycle de replication virale ou encore lors de 
la replication ou conception de la particule virale. 

La presente invention se rapporte egalement a 
I'utilisation a titre de medicament destine au traite- 
ment ou a la prevention de maladies liees a une 
infection virale d'un de ces anticorps de meme 
qu'aux compositions pharmaceutiques contenant a 
titre de principe actif au moins un anticorps selon 
Tinvention. 

De telles compositions pharmaceutiques pour- 
raient contenir egalement d'autres composants ac- 
tifs therapeutiquement ou non. 

Les exemples et figures donnees ci-dessous 
permettront de mettre en evidence d'autres avanta- 
ges et caracteristiques de fa presente invention. 

La figure 1 represente I'effet des anticorps 
monoclonaux anti-B2 microglobuline, HC1 1-1 51-1, 
B11G6, B2-62-2 ou C21-48A, sur la production de 
HIV 1 par des cellules mononucleates du sang 
peripherique (PBMC). Les PBMC ont ete incubees 
avec ou sans anticorps monoclonaux. 

La figure 2 represente I'activite des anticorps 
monoclonaux anti-B2 microglobuline B11G6 sur 
des cellules MT4 infectees par le HIV 1. 

La figure 3 represente la production de HIV 1 
par des cellules mononucleates de sang peripheri- 
que cultivees et non pre-incubees avec des anti- 
corps monoclonaux anti-B2 microglobuline B11G6. 

Materiels et methodes 

1 ) Anticorps monoclonaux 

L s liquid s ascitiques d'anti-B2 microglobuli- 
ne, (B2uG) B11G6, B2-62-2 et C21-48A, ont ete 
fournis par la Societe Immunotech S.A. (Immuno- 
t ch, Marseille, Franc ). 



L liquide ascitique d'anti-B2 microglobuline 
HC1 1-1 51-1 a ete produit et caracterise dans le 
laboratoir . L s anticorps monoclonaux ont ete utili- 
ses aux concentrations suivantes : 100 ug/ml pour 
5 les fluides ascitiques du B11G6, 1/50c pour ceux 
du B2-62-2, C21-48A et HC1 1-1 51-1. 

2) Les cellules 

10 La lignee cellulaire MT4 immortalisee T positi- 

ve aux HTLV1 CD4 hautement receptive a I'effet 
cytopathogenique du HIV 1 , derive de patients et a 
ete fournie par N. YAMAMOTO. Des cellules sont 
cultivees dans un milieu RPMI 1640 (GIBCO, Pais- 

75 ley, Ecosse) additionne de 10 % de serum de veau 
foetal (Bio-Lab Jerusalem Israel), 1 % melange 
d'antibiotique PSN et 1 % de glutamine (GIBCO, 
Paisley, Ecosse). 

Les cellules mononucleates du sang peripheri- 

20 que. 

Elles ont ete obtenues a partir de donneurs de 
sang volontaires par leucopherese. Elles ont ete 
isoiees a partir d'une centrifugation a un gradien 
de densite Ficoll-Hypraque, lavees et stockees a 

25 70 *C. Apres decongeiation, les cellules mononu- 
cleates de sang peripherique ont ete cultivees a 
un taux de 10 6 cellules par ml dans un milieu de 
culture de lignee cellulaire additionnee avec IL-2 
(10 % de lymphocult-T-LF. Biotest Diagnostic, Alie- 

30 magne), du serum anti-interferon (28 u/ml, MILES, 
PARIS, FRANCE) et de polylrene (2 ug/ml, SIGMA, 
St Louis, MO, U.S.A), 3 jours avec de la phytobe- 
magglutine A (pHA 1/1000, DIFCO, Detroit, Michi- 
gan) et 4 autres jours sans celui-ci avant I'essai 

35 d'infection. 

3) Essai d'infection au HIV 

3.1 0 5 cellules MT4 ou 10 5 cellules PBMC sont 

40 incubees ou non durant 1 heure a4*C dans une 
plaque a 96 micropuits (COSTAR, Cambridge, MA) 
avec des anticorps monoclonaux dans un milieu 
cellulaire de 100 uL Les cellules sont lavees 3 fois 
avec 200 ui et exposees 1 heure a 4°C a 100 ul 

45 d'HIV 1 (HIV 1 -BRU) (activite reverse transcriptase 
1,5.10* cpm/ml) et dilue a 10~ 3 (pour MT4) ou 
10 _1 (pour PBMC). Les cellules sont lavees ensuite 
5 fois puis cultivees avec ou sans anticorps mono- 
clonaux a 37°C dans une plaque a 24 micropuits 

so (COSTAR, Cambridge MA), sous une atmosphere 
de CO2 a 5 % en duplicate pour les cellules MT4 
et dans des ballons a 25 cm 2 (COSTAR, Cambrid- 
ge MA) pour le PBMC. L'infection des cellules MT4 
par du VI H 1 a ete suivi tous I s jours n evaluant 

55 la formation de syncitia et en observant I'effet 
cytopathogenique au microscope optique. L'infec- 
tion d PBMC a ete controie deux fois par semai- 
ne en mesurant I'activite de la reverse transcripta- 



3 



3 



EP 0 470 989 B1 



4 



s . La figure 3 montre qu la pre-incubation avec 

le B11G6 r&Juit la production du HIV 1 par les 
4) Essai sur I' inhibition d la formation d syncitia c llul s mononucleates du sang peripheriqu . 



10 5 de cellules mononucleates de sang peri- 
pherique infectees chroniquement par du HIV 1, 
Iav6es 3 fois, ont dte* m^langees avec 3. 10* de 
c llules non infectees MT4 dans un milieu de cul- 
ture de lignee cellulaire (300 til) avec ou sans 
anticorps monoclonaux, cultiv^es toute une nuit, en 
duplicate 9 heures dans une plaque a micropuits a 
37 # C, sous une atmosphere de CO2 a 5 % et la 
formation de syncitia a 6\6 evaluee au microscope 
optique. 

EXEMPLE 1 

Essai d'anticorps monoclonaux anti B2 microglobu- 
lines sur la production de HIV 1 sur les cellules 
MT4 et les cellules mononucleates du sang peri- 
pherique 

1) Les anticorps monoclonaux anti-B2 microglobuli- 
nes retardent la production de HIV 1 par les cellu- 
les mononucleates du sang peripherique. 



5 EXEMPLE 3 

Activity des anticorps monoclonaux anti-B2 micro- 
globulines sur la culture de cellules mononucleai- 
res du sang peripherique infectees par du HIV 1 

10 

Dans ('experience suivante, les cellules mono- 
nucleates du sang peripherique ont ete infectees 
avec du HIV 1, lavees puis imm§diatement culti- 
vees avec des anticorps monoclonaux. 
75 La figure 3b montre que la culture avec le 

B11G6 retarde Papparition de Pactivite de la rever- 
se transcriptase dans le surnageant des cellules 
mononucleates du sang peripherique. 

20 Revendications 

1. Utilisation d'un anticorps monoclonal anti-02 
microglobuline pour Pobtention d'un medica- 
ment destine" au traitement ou a la prevention 
25 de maladies liees a une infection a HIV. 



L'effet des anticorps monoclonaux anti-B2 mi- 
croglobulines sur la production de HIV 1 par les 
cellules mononucleates du sang peripherique in- 
cub£es avant Pinfection et cultiv£es juste apres 
avec ces anticorps monoclonaux a ete evalue en 
controlant Pactivite reverse transcriptase de leur 
surnageant (figure 1 ). 

Les anticorps monoclonaux anti-B2 microglobu- 
lines retardent Peffet cytopathogenique induit par le 
virus HIV 1 dans les cellules MT4. 

Pour determiner si les anticorps monoclonaux 
anti-Eb microglobulines pouvaient retarder egale- 
ment la production de HIV 1 dans les cellules MT4, 
ces cellules ont ete incubees avec des anticorps 
monoclonaux, infectees avec du HIV 1 puis culti- 
vees avec des anticorps monoclonaux et Peffet 
cytopathogenique a ete evalue quotidiennement (fi- 
gure 2), le B11G6 mais non le C21-48A retarde 
Papparition de Peffet cytopathogenique. 

EXEMPLE 2 

Activite des anticorps monoclonaux anti-B2 micro- 
globulines B11G6 sur la penetration du HIV 1 dans 
les cellules mononucleates du sang peripherique 

Afin de voir si les anticorps monoclonaux anti- 
B2 microglobulines pouvaient mpech r la penetra- 
tion du HIV 1 , les cellules mononucleates du sang 
peripherique ont ete pre-incubees avec des anti- 
corps monoclonaux. inf ctees avec du HIV 1 mais 
cultivees sans anticorps. 



2. Utilisation selon la revendication 1, dans la- 
quelle on traite les cellules CD4 du corps 
humain. 

30 

3. Utilisation selon Pune des revendications 1 et 
2, dans laquelle on traite les cellules mononu- 
cleates de sang peripherique. 

35 4. Utilisation selon Pune des revendications 1 a 3, 
dans laquelle les anticorps monoclonaux anti- 
/S2 microglobuline sont choisis parmi : B11-G- 
6, B2-62-2 et HC1 1-1 51-1. 

40 Claims 

1. Use of a monoclonal anti 02 -microglobulin anti- 
body for the preparation of a medicament in- 
tended for the treatment or the prevention of 

45 diseases linked to a HIV infection. 

2. Use according to claim 1, wherein the CD4 
cells of human body are treated. 

so 3. Use according to one of claims 1 and 2, 
wherein the peripheral blood mononuclear cells 
are treated. 

4. Us according to on of claims 1 to 3, wh rein 
55 the anti 02 -microglobulin monoclonal anti- 
bodies are choosen among : B11-G-6, B2-62-2 
and HC1 1-1 51-1. 
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Patentanspriiche 

1. Verw ndung ines monoklonalen anti-02-Mi- 
kroglobuiin-Antikorp rs zur Herstellung ein s 
Medikamentes fQr die Behandlung Oder Vor- 
beugung von Erkrankungen, die mit einer HIV- 
Infektion verbunden sind. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, bei der man 
Zellen CD4 des menschlichen Korpers behan- 
delt. 

3. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 und 

2, bei der man mononukleare Zeflen von peri- 
pherem Blut behandelt. 

4. Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 

3, bei der die monoklonalen anti-02-Mikroglo- 
bulin-Antikorper ausgewahlt werden unter: 
B1 1 -G-6, B2-62-2 und HC1 1 -1 51 -1 . 20 
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